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1 UVOD 
 
Epigenetika je področje molekularne biologije, ki preučuje spremembe v izražanju genov 
organizma, ki niso povezane z neposrednimi spremembami v nukleotidnem zaporedju DNK. 
Gre za kemično modifikacijo molekule DNK brez spremembe genotipa, ki pa lahko vpliva 
na spremembo fenotipa in se v določenih primerih tudi deduje. Epigenetska sprememba je 
redna in naravna pojavnost v genomu, na katero lahko vplivajo številni dejavniki, vključno 
z razvojno stopnjo in starostjo organizma, okoljem, življenjskim slogom in bolezenskim 
stanjem. 
 
Metilacija DNK je ena najbolj široko raziskanih in dobro označenih epigenetskih 
modifikacij. Druge pomembne epigenetske spremembe vključujejo preoblikovanje 
kromatina, modifikacije histonov in mehanizem nekodirajočih RNK (npr. microRNK).  
 
Reprogramiranje genoma zarodnih celic ima v kritičnih obdobjih razvoja, kot sta stadij 
zigote in zgodnjega embria, pri regulaciji genomskih funkcij osebka ključno vlogo (Madison 
Antenucci in sod., 2002). Kmalu po specifikaciji namreč v prekurzorjih spolnih celic pride 
do celovitega epigenetskega reprogramiranja, ki je še posebej obsežno pri moških zarodnih 
celicah. Epigenetsko reprogramiranje kot demetilacija in odstranitev histonov ter molekule 
mikroRNK (angl.: microRNA ali miRNA) imajo pomembno vlogo pri mitozi, mejozi in po-
mejotskih fazah med spermatogenezo, zagotavljajo pa tudi kasnejšo totipotentnost zigote. 
Med gametogenezo se vzpostavijo tudi spolno specifične epigenetske modifikacije (npr. 
»imprinting«, oz. vtisnjenje), poleg tega pa lahko do novih epigenetskih modifikacij pride 
tudi pod vplivom okoljskih dejavnikov.  
 
V okviru diplomskega dela bomo pregledali literaturo, pojasnili epigenetske mehanizme, 
njihov vpliv na izražanje genov ter ugotovili vpliv okolja na delovanje epigenetskih 
mehanizmov v spermatogenezi, ki neposredno določa epigenom potomcev. Namen naloge 
je razjasnitev mehanizmov, ki vzdržujejo epigenom, opis razvoja gamet sesalcev, ugotoviti 
vpliv okolja na epigenetski profil organizma in dedovanje epigenetskih modifikacij na 
naslednjo generacijo. V diplomskemu delu se bomo posvetili tudi mehanizmom 
transgeneracijskega dedovanja s strani moških spolnih celic, pojasnili zakonitosti dedovanja 
in povzeli raznovrstne posledice na fenotip potomcev, ki so posledica dedovanih modifikacij 
epigenoma. 
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2 PREGLED LITERATURE 
 
2.1 EPIGENETSKE MODIFIKACIJE 
 
Izraz epigenetika je leta 1942 prvič predstavil Conrad Waddinton in ga opredelil kot vzročno 
interakcijo med geni in njihovimi produkti, ki omogočajo fenotipsko izražanje. Danes z 
izrazom epigenetika označujemo vedo, ki proučuje mehanizme spreminjanja izražanja 
genov organizma, ki nimajo vzroka v spremembi zaporedja DNK (Tollefsbol, 2017). 
 
Preučevanje epigenetskih mehanizmov lahko razdelimo na dve področji. Prvo področje se 
ukvarja z raziskovanjem ustaljenih epigenetskih mehanizmov, ki omogočajo nemoten potek 
razvoja organizma, ponastavijo epigenetski profil nove generacije, regulirajo izražanje 
genov v razvojno pomembnih stadijih in so za normalno delovanje organizma nujno 
potrebni. Drugo področje pa se ukvarja z novo nastalimi epigenetskimi modifikacijami, ki 
dopuščajo prenos spremenjenega epigenetskega profila staršev na potomce. Proučujejo vpliv 
okoljskih dejavnikov na epigenetski profil osebka, transgeneracijsko dedovanje in vpliv na 
fenotip potomcev (Holliday, 2006; Tollefsbol, 2017 ) 
 
V organizmu najdemo mnogo različnih celičnih tipov, ki imajo vsi, z izjemo spolnih celic, 
enak genotip. Razlike v diferenciaciji celic in končnimi nalogami, ki jih opravljajo, so 
posledica strukturnih sprememb molekule DNK, ki uravnavajo profil genskega izražanja v 
celici. Najočitnejši primer epigenetskih modifikacij je diferenciacija celice, saj se s 
strukturno spremembo DNK in posledično transkripcijsko spremembo dostopnosti gena 
(metilacijo in gostoto navitja kromatina) le ta lahko »vklopi« ali »izklopi« ter tako določi, 
kateri geni se bodo izrazili in s tem vplivali na razvoj celice v specifičen tip, ki opravlja 
določeno funkcijo in ima svojstven metabolizem. Dolgo je bilo mišljeno, da se epigenetski 
vzorec na verigi DNK prenaša le mitotsko, torej iz starševske celice na hčerinsko, zdaj pa 
vemo, da se epigenetski vzorec deduje tudi mejotsko, torej iz generacije v generacijo 
(Zupanc in sod., 2012). Mehanizmi epigenetskih modifikacij kot so metilacija DNK, 
histonske modifikacije in miRNK so ključni dejavniki, ki omogočajo normalen razvoj in 
delovanje organizma. 
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2.1.1 Metilacija DNK 
 
Metilacija DNK je epigenetski kontrolni mehanizem, kjer se petemu ogljiku citozinskega 
obroča doda metilna skupina (slika 1), ki aktivatorjem prepisovanja predstavlja oviro, s 
katero jim onemogoči vezavo na zaporedje DNK ter tako regulira izražanje genov in vodi 
(omejuje) diferenciacijo celic v raznovrstne tipe. Metilacija DNK se večinoma pojavi v 
genomskih regijah, poimenovanih CpG otočki (regije DNK, dolge okoli 1000 baznih parov), 
kjer v linearnem zaporedju baz, vzdolž smeri 5 '→ 3', citozinskemu nukleotidu sledi 
gvaninski nukleotid. Pri sesalcih je 60 - 80 % citozinov v CpG otočkih metiliranih. 
Metilacija ima pomembno vlogo v regulaciji kromatinske strukture, genskemu izražanju, 
genetskem vtisnjenju (ang. »genome imprinting«), inaktivaciji x-kromosoma in utišanju 
transpozonov (Tollefsbol, 2017).  
 
Demetilacija DNK pa poteka antagonistično metilaciji. Ima pomembno vlogo pri 
vzpostavitvi pluripotentnosti celice, torej pri vzpostavitvi metilacijskega profila, ki celicam 
omogoča razvoj v različne celične tipe in izbrisu vtisnjenih genov staršev v razvijajočih se 
primordialnih zarodnih celicah (Vanzan in sod., 2017; Lim in sod., 2016). 
 
 
 
 
Slika 1: Metilacija citozina. (DNA methilation, 2016) 
Družina encimov, ki katalizirajo prenos metilne skupine v DNK, so DNK metiltransferaze 
(DNMT). Med glavnimi metiltransferazami so DNMT1, 3A in 3B. DNMT1 katalizira proces 
vzdrževalne metilacije, ki se pojavi ob vsaki celični delitvi, ko je DNK podvojena. Njena 
naloga je ponovna vzpostavitev simetrije metiliranih citozin gvaninskih dinukleotidov na 
hčerinski verigi DNK in ohranitev specifičnih epigenetskih markerjev celice, ki se je delila. 
Drugi dve pomembni metiltransferazi, DNMT 3A in 3B sta opredeljeni zaradi njune de novo 
metilacijske aktivnosti, saj dodajajo nov 5-metilcitozin na mesta, ki prej še niso bila 
metilirana (Tollefsbol, 2017). 
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2.1.2 Histonske modifikacije 
 
Histoni so močno alkalne beljakovine v jedru celice in so glavne beljakovine v sestavi 
kromatina. Kromatin je jedrna struktura, ki z gostoto navijanja DNK regulira osnovne jedrne 
procese, kot je transkripcija, podvajanje in popravljanje DNK (Vanzan in sod., 2017). 
Histoni delujejo kot vreteno, ki DNK navija v strukturo imenovano nukleosom ter imajo 
pomembno vlogo pri regulaciji izražanja genov. Kromatini so sestavljeni iz nukleosomov, 
kjer se DNK dvakrat ovije okoli oktamerja histonov, kot je prikazano na sliki 2. Poznamo 
jih v dveh funkcionalnih oblikah, zgoščena oblika imenovana heterokromatin, ki splošno ne 
dopušča DNK regulacije in ohlapnejša oblika imenovana eukromatin, ki dopušča delovanje 
DNK regulatornih mehanizmov (Vanzan in sod., 2017; Lim in sod., 2016). 
 
 
 
 
Slika 2: Navijanje DNK okoli histonskega oktamerja. (Histone Modifications, 2019) 
 
 
2.1.3 mikroRNK 
 
 
MikroRNK (miRNK) so kratke enoverižne molekule (dolge 20-25 nukleotidov), ki v celici 
na po- transkripcijski ravni regulirajo približno 66 - 90% genov (Kaikkonen in sod., 2011; 
Eichhorn in sod., 2014). Nasprotno od drugih nekodirajočih RNK so transkripti miRNK 
oblike zanke (slika 3). Ta se s pomočjo Dicer in Drosha endonukleaz pretvori v zrelo 
miRNA, kar ji omogoči vezavo z beljakovinami iz družine Argonavtov in izdelavo 
encimskega kompleksa RISC (ang. RNK induced silencing complex), ki sodeluje pri procesu 
utišanja genov. MiRNK se nato veže na 3' UTR regijo mRNK ter tako vodi njeno razgradnjo 
in prepreči translacijo(slika 3) (Kaikkonen in sod., 2011). 
 
 
 
 
 
Vodopivc U. Epigenetske modifikacije spolnih celic in njihovih prekurzorjev. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2019 
5 
 
 
Slika 3: Po- transkripcijski zaviralni učinek miRNK na izražanje gena. (prirejeno po Daugaard in Hansen, 2017) 
2.2 GAMETOGENEZA 
 
Gametogeneza je biološki proces nastajanja zrelih jajčnih celic in spermijev, kjer zarodna 
celica preide proces mitotičnih in na koncu mejotične delitve in diferenciacije v 
funkcionalno spolno celico (O'Neil, 2017). Gametogeneza se v embrionalnem stadiju 
razvoja prične z gametogoniji, matičnimi celicami spolnih celic, ki se nahajajo v spolnih 
žlezah in izvirajo iz primordialnih zarodnih celic. Primordialne zarodne celice izvirajo iz 
epiblasta (notranje celične plasti blastociste) in med embrionalnim razvojem potujejo do 
rumenjakove vrečke embria, in preko dorzalnih mezenterijev do spolnih žlez (gonad), kjer 
se v procesu mitočne delitve prekurzorskih spolnih celic (gametocitogenezi gametogonijev) 
razvijejo v primarne gametocite, prvo razvojno fazo spermija ali jajčne celice (Kobayashi in 
sod., 2017). Proces se nadaljuje s prvim mejotičnim deljenjem spolnih celic (gametogeneza 
v ožje pomenu), ob čemer pride do razpolovitve števila kromosomov in nastanka 
sekundarnih gametocit po prvi mejotični delitvi in gametid po drugi mejotični delitvi, ter ob 
koncu gamet: jajčnih celic ali spermijev (Kumar in DeFalco, 2017; O'Neil, 2017). Pri višje 
razvitih živalih se gamete razvijajo v modih pri moškemu in jajčnikih pri ženskemu spolu. 
Gametogonije, ki se med razvojem in tekom celega življenja nahajajo v modih, imenujemo 
spermatogoniji; gametogonije, ki se nahajajo v jajčnikih, pa imenujemo oogoniji. Ko se 
zarodne celice pod vplivom hormonalnega okolja diferencirajočih se spolnih žlez enkrat 
razvijejo v gametogonije, se začnejo razlikovati med spoloma (slika 4) (Tang in sod., 2016). 
Za spolno usmeritev zarodnih celic je potrebna represija pluripotentnosti (sposobnost 
diferenciacije v številne tipe celic), ki je odvisna od hormonalne komunikacije med 
somatskimi celicami spolnih žlez in zarodnimi celicami (Kumar in DeFalco, 2017).  
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V modih embria se razvoj spermatogonijev konča po mitotični delitvi, v fazi primarnih 
spermatocit, saj jih Sertolijeve in Leydigove celice ščitijo pred učinkom izločene retionske 
kisline, ki bi sicer že v embrionalnem razvoju sprožila nadaljnjo diferenciacijo (De Felici, 
2016). Pri moških se v modih od embrionalega razvoja tekom celega življenja ohranja 
populacija spermatogonijev, kar omogoča produkcijo spermijev od spolne zrelosti tekom 
celega življenja, medtem ko pri ženskah razvoj oogonijev poteka le med embrionalnim 
razvojem, ob rojstvu so prisotne primarne oocite, ki jih je končno število in te se ob spolni 
zrelosti razvijajo v omejeno število sekundarnih oocit in jajčnih celic (De Felici, 2016). 
 
 
 
Slika 4: Gametogeneza. (Animal …, 2019) 
 
 
3 EPIGENETSKA REGULACIJA SPERMATOGENEZE 
 
Nedolgo nazaj se je domnevalo, da je edina naloga spermijev dostava očetove transkripcijsko 
neaktivne DNK brez histonov do jajčeca. Dandanes pa vemo, da kromatin spermija vsebuje 
nemodificirane somatske histone, ki so se obdržali na nekaterih mestih genoma. Spermiji 
torej prenašajo epigenetske informacije jajčecu in vplivajo na zgodnji razvoj embria in 
diferenciacijo tkiv potomcev (Gold in sod., 2018). Metilacija DNK v sodelovanju s 
histonskimi modifikacijami sta verjetno dva najpomembnejša regulatorna mehanizma 
genoma, ki igrata ključno vlogo pri izražanju genov v zarodnih celicah. Vključena sta v 
diferenciacijo in razvoj primordialnih zarodnih celic, v splošen izbris modifikacij genoma in 
ponovno vzpostavitev specifičnih metilacijskih vzorcev genoma zarodnih celic in 
vzpostavitev spolno specifičnih metilacijskih vzorcev, edinstvenih za moške oz. ženske 
gamete (Immler, 2018). Tako imajo napake pri vzpostavitvi specifičnih metilacijskih 
vzorcev v zarodnih celicah lahko resne posledice v embrionalnem razvoju (Steward in sod., 
2016). 
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3.1 VZPOSTAVITEV EPIGENETSKEGA PROFILA V PRIMORDIALNIH ZARODNIH 
CELICAH 
 
3.1.1 Spermatogeneza 
 
Spermatogeneza je proces nastajanja funkcionalnih spermijev, ki vključuje tri vmesne faze: 
(1) Samoobnova spermatogonijev s procesom mitoze, (2) nastanek spermatocit z mejozo in 
(3) posredni razvoj haploidnih spermatid ter preobrazbo spermatid v spermije v procesu 
spermiogeneze. Razvoj spermijev se začne s primordialnimi zarodnimi celicami. 
Primordialne zarodne celice gredo čez temeljito demetilacijo genoma, ki odstrani večinski 
del metilacijskih označb (ang. methylation marks), ki so povezane s podedovanimi 
vtisnjenimi lokusi staršev, kar posledično omogoči kasnejšo vtisnjenje spolno specifičnih 
epigenetskih profilov, ki bodo vplivali na izražanje genov med gametogenezo (De Felici, 
2016). Ponovna in popolna vzpostavitev metilacijskega profila genoma se zgodi med 
razvojem spermatogonijev, kjer se kompletno vzpostavi metilacijski profil (Laurentino in 
sod., 2016).   
 
Spermiogeneza je kompleksen proces strukturnih in morfoloških sprememb, in vključuje 
zgoščevanje jedra, oblikovanje povrhnjice glave spermija (akrosoma), ter razvoj bička, ki 
vključuje razvoj krožne mikrotubularne strukture, sestavljene iz več parov mikrotubulov 
znotraj bička (aksonem), ki se pojavi iz centriole spermatide (slika 5). Aksonemi se sprva 
oblikujejo v seriji enakomerno razporejenih dvojnih mikrotubulov, ki obdajajo dve 
sredinskie mikrotubule. V toku spermatogeneze se ta struktura namesti na spodnjem polu 
jedra, kjer se oblikuje vrat spermija. V naslednji fazi se z razvojem zunanjih vlaken (ang. 
outer dense fibres) aksonem modificira v rep. Ob normalnem poteku posameznih faz 
spermatid se v zadnjem koraku izloči del citoplazme, ki jo Sertolijeve celice fagocitirajo. 
(Wreford, 1998) 
 
 
Slika 5: Zgradba spermija. (prirejeno po Sathananthan, 2013) 
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3.1.2 Spremembe v sestavi jedra med spermiogenezo 
 
Zgoščevanje jedra spermija med spermiogenezo je ključni proces, ki zagotavlja varen prenos 
očetovega genoma do jajčeca, kjer se združi z materinim genomom. Med zgoščevanjem 
jedra se somatski histoni, ki so večji in strukturno bolj kompleksni, v po- mejotični fazi skozi 
več posameznih stopenj zamenjajo s protamini, manjšimi beljakovinami, ki so glavni 
sestavni del kromatina zrelih spermijev (Gold in sod., 2018). Navijanje DNK okoli manjših 
protaminov zmanjša volumen kromatina in zniža transkripcijsko dostopnost DNK ter jo 
zaščiti pred morebitnimi fizičnimi in kemičnimi poškodbami genoma, ki bi škodovale 
nemotenemu poteku embrionalnega razvoja. Spermiji z umetno zmanjšano vsebnostjo 
protaminov v jedru so bolj dovzetni za kemične motnje kot jedra divjega tipa spermijev 
(Rathke in sod., 2014). Zanimiva je ugotovitev, da je volumen mišjih spermijev po zgostitvi 
kromatinov šest krat manjši od volumna kromatina mitotičnih celic, kjer je kromatin 
sestavljen iz somatskih histonov (Teperek in Miyamoto 2013).  
 
Proces zamenjave histonov s protamini poteka v več fazah in pri miših traja 120-126 ur 
(Rathke in sod., 2014). Sprva histone nadomestijo histonske različice (ang. Histone 
variants). Po valu po- translacijskih sprememb in strukturni modifikaciji histonskih različic, 
te spremenijo sposobnost vezave kromatina, kar omogoči zamenjavo histonskih različic s 
prehodnimi beljakovinami (ang. transition protein), ki delujejo kot začasni namestnik 
protaminom. V končni fazi spermiogeneze se prehodne beljakovine zamenjajo s protamini, 
ki ostanejo v spermiju do oploditve jajčne celice, kjer se nato odstranijo in nadomestijo z 
lastnimi histoni oocite (Teperek in Miyamoto, 2013).   
 
Pri sesalcih, vključno z ljudmi, poznamo dve vrsti protaminov (Prm1 in Prm2), ki so pri 
vsaki vrsti v specifičnem razmerju. Vsakršno odstopanje razmerja protaminov povzroča 
neplodnost samcev. S poskusi na kromatinu spermijev miši in ljudi so odkrili, da nekaj regij 
DNK (2% miši, 5-10% ljudje), obdrži somatske histone in histonske različice, ki se ob 
oploditvi dedujejo v naslednjo generacijo (Champroux in sod., 2018). 
 
Zanimivo je dejstvo, da v toku pozne spermiogeneze v spermatidah ni prisotna RNK 
polimeraza II, kar nakazuje na ustavitev prepisovanja genoma v zorečih spermatidah. Torej 
se geni, ki kodirajo protamine in prehodne beljakovine, prepisujejo že v zgodnji razvojni 
fazi spermatide, pred izločitvijo citoplazme. mRNK, ki nosi zapis za sintezo potrebnih 
beljakovin, pa se v celici ohrani do kasnejših faz spermiogeneze, kjer vodi sintezo prehodnih 
beljakovin in protaminov (Rathke in sod., 2014). Tako lahko sklepamo, da je prekinitev 
transkripcije in utišanje večine transkripcijskih mehanizmov v zgoščenem jedru spermija 
bistvenega pomena za nemoten potek genskega izražanja po oploditvi (Teperek in 
Miyamoto, 2013). 
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3.2 EPIGENETSKO REPROGRAMIRANJE ZARODNIH CELIC 
 
Epigenetske oznake, ki se med delitvijo celic ohranjajo na lokusih genov, so ključni del 
podobe epigenoma celice. Izbris epigenetskih oznak genoma je nujno potreben za 
odstranitev epigenetskih sprememb, povzročenih med razvojem in tistih, ki so nastale pod 
vplivom okolja (Heard in Martienssen, 2014). Tako je zagotovljeno, da razvoj zarodka »sledi 
genetskemu načrtu«, značilnemu za vsako vrsto (Heard in Martienssen, 2014). Moške in 
ženske gamete izvirajo iz embrionalnih zarodnih celic, ki imajo specifičen prednastavljen 
epigenetski profil, ki se mora za zagotovitev totipotence, med diferenciacijo zarodnih celic 
ponastaviti in ponovno vzpostaviti. Ta proces se imenuje epigenetsko reprogramiranje 
(Smallwood in Kelsey, 2012). V primerih, kjer reprogramiranje odpove, se epigenetske 
oznake, ki lahko onemogočijo prenatalni razvoj ali kasneje povzročijo disfunkcije in bolezni, 
prenesejo iz ene generacije na drugo (Heard in Martienssen, 2014). 
 
Izbris vtisnjenih regij genoma s procesom pasivne in aktivne demetilacije poteka v dveh 
fazah (slika 6). V prvi se primarno dejavna pasivna demetilacija izvaja z utišanjem izražanja 
DNK metiltransferaz DNMT3A in B. DNMT3A/B sta odgovorni za metilacijo hčerinske 
verige DNK, ko se ta sintetizira med celično delitvijo. Z utišanim izražanjem metiltransferaz 
se med vsakim podvajanjem verige DNK hčerinska veriga ne metilira več, kar privede do 
pasivnega izbrisa metilacijskih vzorcev (Tang in sod., 2016). Aktivna demetilacija, primarno 
aktivna v drugi fazi reprogramiranja, pa deluje s pomočjo encimov, ki na DNK zaporedju 
odstranjujejo metiliran citozin. Prva faza demetilacije celovito izbriše epigenom, vključno s 
promotorskimi regijami, CpG otočki, introni, eksoni in med-genskimi zaporedji. Kljub 
enotnemu učinku vzdolž celotne DNK se ne odstranijo vse modificirane regije epigenoma. 
Druga faza odstrani diferencialno metilirane regije (ang. Differentially methylated regions) 
vtisnjenih genov, ki vodijo diferenciacijo celice in preostale CpG otočke promotorjev, ki so 
povezani s specifičnimi geni, potrebnimi za razvoj v spolno celico ter CpG otočke 
promotorjev genov, povezanih s procesom mejoze (Ly in sod., 2015). Po končanem izbrisu 
vtisnjenega epigenoma, modifikacij histonov in metilacijskega profila, se ta pod vplivom 
somatskih celic gonad ponovno vzpostavi v spermatogonijski celici in se vzdržuje skozi vse 
prekurzorske faze dozorevanja spermija do oploditve jajčeca (Sasaki in Matsui, 2008).  
 
 
Slika 6: Časovni potek reprogramiranja zarodnih celic. ( prirejeno po Lucifero in Reik, 2006) 
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Epigenetsko reprogramiranje ni omejeno le na metilacijo DNK temveč se izvaja tudi z 
modifikacijami histonov. Strukturno preoblikovanje histonov med reprogramiranjem se 
sproži že pred začetkom temeljne demetilacije DNK (Ly in sod., 2015; Sun in sod., 2017 ). 
Ob določitvi spola zarodnih celic histoni z navijanjem DNK celici onemogočijo vstop v 
proces mejoze. Med obdobjem demetilacije se modificirani histoni najpogosteje pojavijo v 
regijah, ki so obogatene s potencialno nevarnimi ponavljajočimi se zapisi zaporedij 
(transposoni), sposobnimi podvajanja in vstavljanja v nove genomske lokacije, s čimer 
ohranjajo neokrnjenost genoma in preprečujejo transkripcijske napake v obdobju izbrisa 
metilacijskega profila (Ly in sod., 2015). 
 
Ob izbrisu vtisnjenih regij genoma ne gredo vse primordialne zarodne celice po poti ponovne 
metilacije genoma in faz spermatogeneze. Majhen delež primordialnih celic ohranja izbrisan 
epigenetski profil. Ta skupina celic se v toku življenja neprekinjeno deli in služi kot matična 
populacija primordialnih celic, ki zagotavlja neprekinjeno proizvodnjo spermijev skozi 
celotno življenje osebka (Tang in sod., 2016). 
 
 
4 TRANSGENERACIJSKO EPIGENETSKO DEDOVANJE 
 
Transgeneracijsko epigenetsko dedovanje je definirano kot prenos informacij, ki vplivajo na 
lastnosti potomcev iz ene generacije na naslednjo, ne da bi prišlo do spremembe primarne 
zgradbe DNK (Nilsson in Skinner, 2014). 
 
Epigenetsko transgeneracijsko dedovanje se mnogokrat zmotno zamenjuje z 
intergeneracijskim dedovanjem. Pri intergeneracijskemu dedovanju je npr. mati med 
nosečnostjo izpostavljena direktnemu okoljskemu dejavniku, ki vpliva na njene zarodne ali 
somatske celice, kar pripelje do epigenetskega odziva med zgodnjim prenatalnim razvojem 
in posledičnega vpliva na fenotip naslednje generacije. Kot primer intergeneracijskega 
dedovanja lahko vzamemo modelno linijo laboratorijske miši Agouti, katere zarodek se z 
epialelom za barvo kožuha odzove na prehranske vplive, ki jih je deležna mati. Ti 
epigenetski odzivi na okolje se v naslednjih generacijah, med reprogramiranjem, 
»popravijo« in barvni fenotip se vrne iz rumene na rjavo ( slika 7) (Nilsson in Skinner, 2014). 
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Slika 7: Odvisnost barvnega fenotipa od upada stopnje metilacije genoma med generacijami. (prirejeno po Dolinoy, 
2008) 
V primeru, kjer se zarodne celice v spolnih žlezah fetusa trajno reprogramirajo, tako da brez 
nadaljnjega vpliva okolja stalno prenašajo spremenjen epigenom, lahko govorimo o 
epigenetskem transgeneracijskem dedovanju (Nilsson in Skinner, 2014). Nazoren primer 
transgeneracijskega epigenetskega dedovanja je primer, kjer okoljski dejavnik direktno 
vpliva na izpostavljeno nosečnico, ko v fetusu poteka določanje spola gonad. Tako ima 
okoljski dejavnik neposreden vpliv na epigenetsko programiranje gonad (metilacijo DNK), 
ki povzroči stalno vtisnjenje mesta na genomu fetusa. Tem stalno vtisnjenim regijam, ki 
odstopajo od standardno pridobljenih epigenetskih markacij epigenoma, pravimo diferenčno 
metilirane regije (ang. differential DNA methylation region) oz. epimutacije (Nilsson in 
Skinner, 2014). 
 
Prenos epigenetskih informacij v naslednjo generacijo vpliva na epigenom razvijajočega se 
embria in embrionalne matične celice, tako da vse neposredno ustvarjene somatske celice in 
tkiva nosijo transgeneracijsko spremembo v epigenomu (slika 8). Posledično so tkiva, ki 
vsebujejo spremenjen epigenetski zapis genoma, lahko bolj dovzetna za razvoj bolezni, npr. 
reproduktivnih organov, imunskega sistema, razvoj raka itd. Ta dovzetnost pa se deduje iz 
generacije v generacijo (Nilsson in Skinner, 2014). 
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Slika 8: Okoljski vpliv na transgeneracijsko dedovanje (prirejeno po Nilsson in Skinner, 2014) 
Anway in sod. (2005, 2006) so v raziskavah vpliva fungicidov in pesticidov na 
transgeneracijsko dedovanje miši odkrili številne transgeneracijsko dedovane 
abnormalnosti, npr. okvara apoptoze spermatogenih celic (splošno poimenovanje celic med 
spermatogenezo), bolezni prostate in ledvic, razvoj tumorjev v mlečni žlezi, okvare 
imunskega sistema in spremembe v obnašanju živali, ki so povezane s stresom (nelagodjem). 
Epigenetsko transgeneracijsko dedovanje ima tudi bistven vpliv na druga področja biologije, 
kot je evolucija, saj so Crews in sod. (2007) v nadaljnjih raziskavah ugotovili, da je F3 
generacija miši, katerih stara mati je bila izpostavljena fungicidu vinklozolinu, bistveno 
spremenila preferenčno vedenje pri izbiri samcev. Ta sprememba v obnašanju v povezavi z 
spolno selekcijo nakazuje, da ima epigenetsko transgeneracijsko dedovanje veliko vlogo pri 
poteku evolucije (Skinner in sod., 2010). 
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4.1 MEHANIZMI TRANSGENERACIJSKEGA DEDOVANJA 
 
Znano je, da se med procesi reprogramiranja epigenoma primordialnih zarodnih celic 
epigenetske oznake ne izbrišejo v celoti. Ta ugotovitev je vodila do poskusov, ki so dokazali, 
da se nekatere regije epigenoma, kot na primer diferenčno metilirane regije, v zgodnjem 
razvoju embria, »izognejo« mehanizmom demetilacije (Ly in sod., 2015). S postopkom 
umetnega oplojevanja miši so z vbrizgom glav spermijev v jajčne celice in odstranitvijo vseh 
morebitnih vplivov očeta, neposredno dokazali, da so spermiji gotovo prenašalci 
epigenetskih informacij (Chen in sod., 2016). Odkritje genomskih regij, ki obdržijo raven 
metilacije med reprogramiranjem, nakazuje na trenutno nepojasnjen mehanizem, ki 
omogoča intergeneracijsko dedovanje epigenomskih regij naslednji generaciji (Ly in sod., 
2015). Tem regijam pravimo »ubežniki« (ang. Escapees). Povezujejo jih z 
retrotranspozonskimi elementi, omenjenimi v poglavju 3.2. Metilacijski profili, ki se 
neprekinjeno vzdržujejo skozi celoten razvoj, jih transkripcijsko utišajo, kar dolgoročno 
zagotavlja neokrnjenost DNK. Do danes so pri miših odkrili številne gen kodirajoče regije s 
prisotnimi retrotranspozonskimi elementi, ki so povezani z nepravilnim delovanjem 
metabolizma, kot je ubežnik na genu Exoc4, ki je povezan s sladkorno boleznijo tipa 2 in 
vpleten pri sintezi ustrezne beljakovine, ki pod vplivom koncentracije inzulina prenaša 
glukozo (Illum in sod, 2018). Ob pomanjkljivem delovanju metilacijskih in demetilacijskih 
mehanizmov so genomske regije »ubežnikov« tiste, ki nudijo možnost prenosa epigenetskih 
modifikacij s spermiji na potomce (Siklenka in sod., 2015). 
 
V poglavju 3.1.2 smo že omenili, da je v kromatinu spermija prisoten manjši delež somatskih 
histonov, ki se ob oploditvi dedujejo naslednji generaciji in tako nudijo mehanizem 
intergeneracijskega dedovanja fenotipnih lastnosti (Champroux in sod., 2018). Motnje v 
regulaciji strukture histonov lahko povzročajo spremembo fenotipa in razvojne nepravilnosti 
v naslednji generaciji, saj vplivajo na tesnost navijanja (izražanja) transpozonskih regij, kar 
lahko vodi do škodljivih posledic, ki oslabijo integriteto DNK (Ly in sod., 2015). Siklenka 
in sod. (2015) so dokazali, da nepravilno delovanje histonskih demetilaz, encimov, ki 
histonu odstranijo metilno skupino, kot na primer lizin 4 demetilaza, med spermatogenezo, 
povzroči razvoj sperme z znižano vsebnostjo H3K4me2 histonov pri miših v F1 generaciji. 
Ti histoni so povezani s potekom transkripcije na CpG otočkih genov, pomembnih za razvoj 
zarodka. Moške potomce so skozi več generacij kontinuirano križali s samicami divjega tipa 
in ugotovili, da je napaka v izražanju lizin 4 demetilaze v F0 generaciji močno vplivala na 
preživetveno sposobnost potomcev v nadaljnjih dveh generacijah (Siklenka in sod., 2015). 
Visok pomen histonskih modifikacij pri intergeneracijskem dedovanju je pokazala tudi 
analiza dvoceličnih embriov. Embrii pri katerih so sodelovali spermiji transgenih samcev, 
so v genskih regijah, povezanih z represijo transpozonskih zaporedij, kazali zmanjšan obseg 
metiliranih histonov kot embrii kontrolne skupine (Siklenka in sod., 2015). 
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Vedno več raziskav se posveča vlogi kratkih nekodirajočih RNK (miRNK, tRNK, tsRNK), 
ki nastajajo v moških spolnih celicah (Chen in sod., 2016). V spermijih so odkrili različne 
kratke RNK, ki se ohranjajo skozi celoten proces spermatogeneze, zasledili so jih tudi v 
zigoti, kjer so soudeležene pri po-transkripcijskemu utišanju genov (Ly in sod., 2015). 
Dokaz o direktni vlogi nekodirajočih RNK pri prenosu epigenoma so pridobili s poskusom, 
kjer so v mišjo zigoto vbrizgali devet različnih miRNK, izoliranih iz spermijev samca, ki je 
bil kronično pod stresom, in ugotovili, da so potomci »povzeli« samčev fenotip. Kazali so 
enake fenotipske spremembe, vključno z dovzetnostjo na mentalni stres in metabolnimi 
spremembami. Najpomembnejše pa je dejstvo, da so se te pridobljene spremembe dedovale 
na naslednjo generacijo (F2), kar potrjuje vlogo nekodirajočih RNK v transgeneracijskem 
dedovanju (Chen in sod., 2016). Holoch in Moazed (2015) sta v poskusu s kratkimi in 
dolgimi nekodirajočimi RNK dokazala, da imajo dolge nekodirajoče RNK posredovalno 
vlogo v interakcijah kromatinov, kar privede do sprememb v 3D organizaciji kromosomov 
in predstavlja neposredni vpliv na izražanje epigenoma in dedovanje. 
 
Nedvomno je, da so tipi epigenetskih modifikacij v procesu transgeneracijskega dedovanja 
med seboj prepleteni. Tako en mehanizem deluje pozitivno ali negativno na drugega ali pa 
ga celo okrepi, kar privede do trajnejšega učinka in podaljšanega izražanja genov v 
naslednjih generacijah. V raziskavah medgeneracijskega dedovanja sta sposobnost prenosa 
epigenoma in obstojnost spremembe ključnega pomena. Verjetno je, da se začetna 
nenormalnost sprva pojavi v enemu od tipov regulacijskih mehanizmov (kratkih 
nekodirajočih RNK ali histonskih modifikacijah) in se kasneje pretvori v stabilnejšo obliko 
kot npr. metilacijo DNK, ki se nato redno vzdržuje s pomočjo DNMT encimov. Tako ima 
spremenjen metilacijski vzorec zmožnost obstati v genomu somatskih in zarodnih celic skozi 
celotno življenje in se dedovati na naslednje generacije (Ly in sod., 2015). 
 
Večina raziskav o vplivu okoljskih dejavnikov na transgeneracijsko dedovanje je narejeno 
na miših, kjer samca, ki je izpostavljen okoljskim dejavnikom parijo z samicami divjega 
tipa. Velik delež raziskav se ukvarja z vplivom prehrane na spermije očetov, ki so daljše 
obdobje krmljeni s krmo nizke vsebnosti beljakovin ali folata, visoko vsebnostjo maščob ali 
restriktivo. Huypens in sod. (2016) so embrie F1 generacije poskusno krmljenih staršev 
ugnezdili v krušne matere divjega tipa. Illum in sod. (2018) pa so pustili, da mladiče donosijo 
biološke matere. Rezultati raziskav epigenoma potomcev so si kljub različnim pristopom 
zelo podobni. Samice F1 kot F2 generacije so kotile mladiče z nižjo rojstno maso, povišano 
koncentracijo glukoze v krvi in metabolnim fenotipom, ki se je odražal v večjih količinah 
naložene maščobe, hipertenziji, hipertrigliceridemiji in intoleranci na glukozo. Odkrili so 
tudi spremembe v količini bioaktivnih proizvodov maščobnega tkiva, kot tudi pojav 
kromatinskih označb na promotorskih regijah genov, povezanimi z regulacijo metabolizma, 
kar pojasnjuje nižjo rojstno maso mladičev. Raziskavi sta pokazali zmanjšano število in 
velikost beta celic v trebušni slinavki, dokaz za intergeneracijsko dedovanje oslabljene 
glukoza-inzulin homeostaze (Illum in sod., 2018; Siddeek in sod., 2018). 
  
Vodopivc U. Epigenetske modifikacije spolnih celic in njihovih prekurzorjev. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2019 
15 
 
 
Številni pesticidi/fungicidi, prisotni v okolju, imajo dolgotrajen vpliv na razvoj fenotipa 
prihodnjih generacij tudi takrat, ko v okolju niso več prisotni. V študiji vpliva okoljskih 
onesnaževalcev na potomce so breje miši v obdobju določitve spola gonad fetusa, 
izpostavljali dvema motilcema endokrinega sistema, vinclozolinu in metoksikloru. Rezultati 
so pokazali, da je izpostavljenost strupom privedla do motenj v modih odraslih živali, saj so 
opazili zmanjšan obseg spermatogeneze in upad plodnosti pri samcih, ki so skozi štiri 
generacije proizvajali 20% manj spermijev s 25 - 35% oslabljeno gibalno sposobnostjo. 
Fenotipske spremembe so povezali s spremenjenim metilacijskim vzorcem skupine genov, 
ki so aktivni v zarodni plasti embria (Anway in sod., 2005).  
 
Naraščajoče število raziskav na modelnih organizmih je dokazalo, da izpostavljenost 
prehranskim vplivom in okoljskim onesnaževalcem v zgodnjem obdobju življenja vpliva na 
potek gametogeneze, spremeni programiranje genov ter posredno moti homeostazo in 
metabolno ravnotežje in/ali poveča tveganje pojava bolezni pri potomcih (Soubry, 2015). 
Rezultati raziskav nakazujejo, da je čas, kdaj je organizem izpostavljen zunanjim 
dejavnikom, ključnega pomena, saj je epigenom le v nekaterih obdobjih življenja bolj 
dovzeten na trajne spremembe.  
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 5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
 
Epigenetika je razvijajoča se veda, ki preučuje spremembe v izražanju genov organizma, ki 
niso povezane z neposrednimi spremembami v nukleotidnem zaporedju DNK. Prav tako pa 
proučuje vpliv življenjskega sloga, razvojne stopnje, prehrane, stresa, strupov in sevanja na 
spremembe epigenoma, ki je bil izpostavljen okoljskim dejavnikom. Proučuje vpliv 
sprememb epigenoma v starševski generaciji in izražanje podedovanega fenotipa v sledeči 
generaciji. Vloga epigenetskih mehanizmov je vzdrževanje, vzpostavitev, izbris, vtisnjenje 
in reprogramiranje epigenetskega profila, ki služi kot nekakšen »program«, ki narekuje raven 
izražanja genov in posledično smer, v katero se bo celica diferencirala in katero nalogo bo 
opravljala. Vsak tip celice, ki ga poznamo, vsebuje edinstven epigenetski profil, ki ji 
narekuje, kdo je, kaj početi, kdaj in koliko se deliti in kdaj končati življenjski ciklus. 
Omenjeni mehanizmi so kritičnega pomena v procesu spermatogeneze, kjer usmerjajo 
celično diferenciacijo od primordialnih zarodnih celic do zrelih spermijev, kar vključuje 
strukturno in morfološko preobrazbo iz zarodne celice v spermij, kondenzacijo jedra in 
reprogramiranje epigenoma, ki zagotavlja uspešno oploditev jajčne celice in nemoten potek 
fetalnega razvoja.  
 
V primeru močnega okoljskega dejavnika (prehrana, stres, sevanje itd.), ki oslabi delovanje 
epigenetskih mehanizmov, pride do strukturnih sprememb na profilu epigenoma somatskih 
in spolnih celic, ki imajo direkten vpliv na razvoj naslednje generacije. V diplomskemu delu 
smo se ukvarjali z vprašanjem kdaj, kako in zakaj pride do epigenetskih modifikacij ter kako 
se odražajo v epigenomu potomcev, koliko generacij se ohranijo in kakšne posledice imajo 
na zdravje staršev in sledečih generacij, katere bolezni se izrazijo ter do kakšnih motenj v 
delovanju organizma je prišlo. Ugotovitve po pregledu literature transgeneracijskega in 
intergeneracijskega dedovanja so, da ima vsakršni okoljski dejavnik, kateremu so 
izpostavljeni starši, lahko vpliv na epigenom potomcev. Ali se bodo modifikacije dedovale 
intergeneracijsko ali transgeneracijsko, pa je predvsem odvisno od časa, kdaj je organizem 
izpostavljen vplivu, intenzitete vpliva, kje na genomu se je pojavila modifikacija in katerega 
spola je starš, ki prenaša spremenjen epigenom. 
 
Vprašanje je, kakšen vpliv ima akumulacija vseh okoljskih vplivov, ki se deloma prenašajo 
in dopolnjujejo med zaporednimi generacijami, na potek evolucije oz. speciacije. Poleg 
epigenetsko povzročenih fizioloških lastnosti so pri poskusnih živalih odkrili tudi cel spekter 
sprememb v vedenju, ena od katerih je preferenčno izbiranje partnerja, kar v povezavi s 
spolno selekcijo in drugimi vedenjskimi odstopanji od divjega tipa, lahko v naravi privede 
do ločevanja populacij, ki se s časom razvijajo vsaka v svojo smer. 
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6 ZAKLJUČEK 
 
V diplomskemu delu smo razjasnili delovanje epigenetskih mehanizmov, njihovo vlogo pri 
vzpostavitvi epigenoma, poteku fetalnega razvoja, diferenciaciji celic in dedovanju. Opisali 
smo mehanizme razvoja primordialne celice v spermij in različne pogoje, pod katerimi pride 
do motenj delovanja mehanizmov in medgeneracijskega dedovanja epigenoma. Ob 
pregledovanju literature so se pojavila številna vprašanja, kako bi znanje, ki ga pridobimo s 
pomočjo raziskav na modelnih organizmih, lahko uporabili v dobrobit človeštva? Vemo, da 
je mnogo bolezni razvitih držav kot na primer sladkorna bolezen in dovzetnost za 
prekomerno telesno maso, posledica epigenetskih modifikacij genoma, ki ga je osebek 
deloma podedoval in se je še nadalje modificiral v toku življenja. Kakšne spremembe v 
življenjskem slogu staršev bodo najbolj koristne potomcem? Številne raziskave s področja 
epigenetike bodo v prihodnosti podale odgovore na vsa zastavljena vprašanja in odprle pot 
raziskavam novih področij, ki bodo nadalje širile naše razumevanje epignetike in dedovanja. 
 
Ključna ugotovitev je, da nukleotidno zaporedje v genomu prenaša le del informacij, ki so 
potrebne za razvoj organizma. Velik del ključnih informacij, ki hitro odražajo vpliv okolja, 
se prenesejo z epigenetskimi modifikacijami. Ravno zaradi njihove pomembne vloge so v 
zadnjem obdobju predmet obširnih raziskav, ki odkrivajo njihov pomen za življenje in brez 
katerih ne bi poznali kompleksno razvitih živih bitij. 
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